






















































(cyclin-dependent kinase 4/6)を標的とした CDK4/6 阻害剤がホルモン療法耐性
乳癌に対して新規薬物療法になり得るかどうか基礎研究の観点から検討した。 
【⽅法】分⼦機能解析学分野で樹⽴した ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 を親株と
し AI (aromatase inhibitor)での治療耐性を模倣したエストロゲン⻑期枯渇耐性
乳癌細胞株 (EDR)の中で ER の発現を維持している細胞株 (EDR1)、低下した
細胞株 (EDR2)、さらに同じく MCF-を親株としフルベストラント (FUL)添加
⻑期培養し樹⽴した FUL 耐性細胞株 (MFR)も⽤いた。また発現ベクターを⽤
いて MCF-7 に CDK6 を恒常的に⾼発現させた CDK6 過剰発現株(MCF7-C6)
を樹⽴した。EDR1 を CDK4/6 阻害剤である ribociclib 暴露条件下で⻑期間培
養することで ribociclib ⾃然耐性獲得細胞株(RIBR)を樹⽴し、さらに RIBR 細胞
より ribociclib ⾮存在下で⻑期間培養することで RIBR(-R)細胞も樹⽴した。
CDK4/6 阻害剤は主に ribociclib を使⽤した。 
【結果】サブタイプ別に ribociclib の感受性を⽐較したところ、luminal 型乳癌
細胞株で著効した。細胞周期関連因⼦の発現を解析した結果、感受性の⾼かった
luminal 型乳癌細胞株では CDK4 が⾼発現、CDK6 が低発現していた。ホルモ
ン耐性株においては、⼀様に⾼い感受性を⽰し、luminal 型乳癌細胞株と同様に
CDK4 が⾼発現、CDK6 が低発現していた。そこで CDK6 発現ベクターを MCF-
7 に安定導⼊した株を樹⽴したところ、この MCF7-C6 細胞は、ribociclib に対
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し耐性を⽰した。また通常の MCF-7 細胞と MCF7-C6 細胞の CDK4 を siRNA
でノックダウンした結果、両細胞とも ribociclib 感受性が低かった。以上より、
CDK4/6 阻害剤の感受性には CDK4 が⾼発現、CDK6 が低発現していることが
重要な因⼦である可能性が⽰唆された。⼀⽅、RIBR 細胞では CDK6 発現量の
⼤きな変化は認めず、MCF7-C6 細胞とは異なった耐性機序を持つと思われた。 
この２種類の CDK4/6 阻害剤耐性モデル細胞株を⽤いてさらなる検討をした。
MCF7-C6 細胞、RIBR 細胞共に他の CDK4/6 阻害剤に対し交差耐性を獲得し
た。細胞周期関連因⼦のタンパク発現は、MCF7-C6 細胞、RIBR 細胞共に内在
性の CDK2 阻害因⼦である p21 の発現が低下しており、CDK2-cyclinE 機能亢
進による耐性獲得の可能性が⽰唆された。RIBR(-R)細胞では、ribociclib の感受
性が回復しており、さらに p21 の発現が EDR1 と同程度まで上昇していた。最
後にこれらの耐性株を⽤いて CDK4/6 阻害剤耐性克服のための次治療の可能性














型、triple negative 型の３種類に⼤別される。ER 陽性 and/or PR 陽性、












(AI: aromatase inhibitor)、後者はフルベストラント(FUL: fulvestrant)が代表的
な薬剤である。ホルモン療法耐性について、これまで様々な研究が⾏われてき
た。luminal 型乳癌は増殖シグナルを ER 経路に強く依存しているが、耐性獲得
には細胞内リン酸化経路が深く関与していると報告されている 7‒9。細胞内リン
酸化経路には主に PI3K-mTOR 経路と MAPK 経路が知られている(図 1)。 
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図 1. luminal 型乳癌の治療戦略 
 
これらの細胞内リン酸化経路を標的とした多数の各種分⼦標的治療薬が開発さ
れ実⽤化に向けて臨床試験が⾏われている 10。mTOR 阻害剤である everolimus






れている。つまり、MAPK 経路を抑制しても増殖経路を PI3K-mTOR 経路に
依存するようになる 17。つまり乳癌細胞は、その driver シグナルを柔軟に変化
させることによって⽣きながらえようとしている。細胞増殖シグナルの上流に
































は、EGFR (epidermal growth factor receptor)、HER2 (human epidermal 
growth factor receptor 2)、IGF1R (insulin-like growth factor (IGF) 1 receptor)
などが知られており、これらの受容体はリガンドが結合することにより細胞内
リン酸化経路が活性化される 8,9,18,19。その中で IGF1R を介した IGF 経路と ER
経路の相互作⽤について様々な報告がなされている(図 2)。エストロゲンは、
IGF1R とその下流にある insulin receptor substrate (IRS)の発現量を増加させる
ことで IGF 経路の働きを⾼める 20,21。また ER 経路と IGF 経路は各々のリガン
ドによって、細胞増殖とシグナルによるイベント増加を促す 22,23。さらに PI3K
経路は、IRS によって活性化され、AKT/mTOR のリン酸化を促進させる。こ
のように ER 陽性乳癌における IGF 経路の重要性はよく知られているが、ホル
モン療法耐性乳癌における IGF 経路の役割については不明な点が多い 24。以上
より、受容体型チロシンキナーゼの中で乳癌の領域において未だ臨床応⽤に⾄
っていない IGF1R 阻害剤が、ホルモン療法耐性後の治療選択肢になり得るか
どうか検討を⾏った結果、IGF シグナルは ER シグナルの下流に存在し ER の
⽀配下にあり、ER シグナルによる細胞増殖を側⾯から⽀える、つまり相補的
な働きをしているが、ホルモン療法耐性後には有⽤でない場合も存在するた
め、IGF1R を標的としても耐性の克服は難しいと考えられる 25。 
⼀⽅で、細胞周期を標的とした CDK4/6 阻害剤は、閉経後 ER 陽性 HER2 陰
性乳癌に対する国際的第Ⅲ相臨床試験で PFS (progression free survival: 無増悪
⽣存期間；治療開始⽇から病勢増悪もしくは死亡が確認されるまでの期間)を
有意に延⻑した結果を受け、欧⽶ではいち早く承認され、本邦でも 2017 年 12
⽉より実臨床で使⽤できるようになった 26‒28。CDK4/6 阻害剤は今後しばらく 
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な次治療の選択などが挙げられる。CDK4 と CDK6 は cyclinD と複合体を形成
し癌抑制遺伝⼦である RB のリン酸化を⾏うことで RB が転写因⼦ E2F から解
離される。解離された E2F は cyclinE や cyclinA など S 期に必要な因⼦の発現
を誘導させ、細胞周期の開始を促進させる 29‒31。CDK4/6 阻害剤は、CDK4/6-
cyclinD がもたらす RB のリン酸化を阻害することで、G1 arrest を誘導し抗腫
瘍効果を⽰す (図 3)。現在、主な CDK4/6 阻害剤として abemaciclib, 
palbociclib, ribociclib の３種類があげられる。欧⽶ではすでに３剤とも使⽤可
























図 3. CDK4/6 阻害剤の作⽤機序 
 
れた。palbociclib と ribociclib は分⼦構造がよく似ており各種 CDK に対する
IC50 も類似している 32(図 4)。⼀⽅ abemaciclib は他の２剤と分⼦構造が⼤きく
異なっており各種 CDK に対する IC50 も他の２剤に⽐べ⼩さい傾向にある。ま
た abemaciclib は CDK ファミリーに対し広いスペクトラムを有している。主
要な副作⽤においても palbociclib と ribociclib は好中球減少などの⾎液毒性で
あるのに対し、abemaciclib は下痢などの⾮⾎液毒性であり、臨床の観点から
も palbociclib, ribociclib と abemaciclib は少し異なった性質を持つ CDK4/6 阻
害剤であると⾔える。しかしながら、これら３剤の臨床上の使い分けに関して
は未だ不明な点が多く、⼀定のコンセンサスが得られていない。CDK4/6 阻害
剤が luminal 型乳癌を中⼼に臨床試験が⾏われた背景には、CDK4/6-RB 経路
の異常が他の subtype に⽐べ⾼頻度に⽣じていることがあげられる 33。さらに























































CDK4/6阻害剤 ribociclib, palbociclib,およびabemaciclibはSelleck Chemicals 
(Houston, TX) から購⼊した。PI3K阻害剤 alpelisibはSanta Cruz Biotechnology 
Inc. (Santa Cruz, CA)、FULはSigma‒Aldrich (St. Louis, MO), paclitaxelとU0126
はCell Signaling Technology (Danvers, MA)、everolimusはLC laboratories, Inc.、
eribulin はEisai (Tokyo, Japan)よりそれぞれ購⼊した。 
Western blotting 法では、⼀次抗体として、total ERa (#8644), total Rb (#9309), 
pRb (Ser780; #3590), cyclin D1 (#2922), cyclin E1 (#20808), CDK2 (#2546), 
CDK4 (#12790), CDK6 (#13331), p21 (#2947), p27 (#2552) and b-tubulin 
(#2146) Cell Signaling Technology (Danvers, MA)、⼆次抗体としてペルオキシ
ダーゼで標識された GAR-HRP (Cell Signaling Technology Inc. Danvers, MA, 
USA)を使⽤した。  
2. 細胞培養 
ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7 に ERE(estrogen response element)-GFP(green 
fluorescent protein)レポータープラスミドを安定導⼊した MCF7-E10 細胞を使
⽤した。以前に分⼦機能解析学分野の研究室で MCF7-E10 を親株として樹⽴
した AI 耐性モデル細胞株(estrogen deprivation-resistant cell lines: EDR 細胞)
ならびに FUL 耐性モデル細胞株(MCF7 fulvestrant resistant cell lines: MFR 細
胞)も使⽤した。ER 陽性乳癌細胞株 MCF-7, T-47D, triple negative 型乳癌細胞
株 MDA-MB-231, BT-20, HER2 型乳癌細胞株 SKBR3 は、RPMI1640 培地
(Sigma-Aldrich)に 5%ウシ胎児⾎清 (Fetal Calf Serum: FCS) (Tissue Culture 
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Biologicals)を添加した培地（通常培地）を⽤いて培養を⾏った。MCF7-C6 細
胞も通常培地で培養した。MFR 細胞は、通常培地に FUL 10nM を添加し培養
した。EDR 細胞と RIBR(-R)細胞は、フェノール⾚無添加 RPMI1640 培地
(Gibco, Brl, Grand Island, NY, USA)に 5％のデキストランコート・チャコール





と⾔える。RIBR 細胞は、枯渇培地に ribociclib 1000nM を添加し培養した。全




細胞を 24well plate に 1.5×104/well で播種し、およそ 50%confluence になる
まで培養した後に薬剤添加を⾏った。薬剤添加から 72 時間後に⾃動細胞計測器
Sysmex CDA-1000 (Sysmex, Kobe, Japan)を⽤いて細胞数を測定した。 
4. 遺伝⼦導⼊ 
PCR 法を⽤いて CDK6 のコーディング領域を増幅した。pBApo-CMV Pur 
DNA (TAKARA Bio Inc., Shiga, Japan) プラスミドを制限エンドヌクレアーゼ
BamHI と HindⅢを用いて線状化し、In-FusionÒ HD Cloning Kit (TAKARA Bio 
Inc) を⽤いて CDK6 フラグメントを挿⼊し、CDK6 発現ベクターを作成した。 
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表 1. 各種ホルモン耐性株の性質 
 
Trans IT LT-1 Transfection Reagent (Mirus Bio LLC, Madison, WI) を⽤いて MCF-
7 細胞に CDK6 発現ベクターを transfection した。さらに、puromycin でセレク
ションし、MCF-7 由来 CDK6 過剰発現株 (MCF7-C6) を樹⽴した。プライマー
配列を⽰す。forward, 5´-TTA GTG AAC CGG ATC CAT GGA GAA GGA CGG 
CCT GTG -3´; reverse, 5´-AGC CTC CCC CAA GCT TTC AGG CTG TAT TCA GCT 
CCG AG-3´. 
5. RNA ⼲渉 
MCF7-C6 細胞を western blotting ⽤に 6cm dish に、細胞増殖試験⽤に
24well plate に播種し、50% confluent になるまで培養した。Lipofectamine 
RNAiMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific, MA) を⽤いて、25nM
の CDK4 siRNA または ⾮特異 siRNA を transfection し各々の実験を⾏った。 
6. 細胞周期解析 
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細胞を 6cm dish に播種し、およそ 80%confluence になった時点で薬剤添加し
た。24 時間後、トリプシン処理により剥離・回収した細胞に 70%エタノールで
固定した。ヨウ化プロピジウム(PI)(Sigma-Aldrich) による核染⾊を⾏った後、
LSR Fortessa (BD, Franklin Lakes, NJ)により解析を⾏った。 
7. コロニーフォーメーションアッセイ 
6well plate に 1well あたり 3,000 個の細胞を播種し、2-3 ⽇毎に培地交換と薬
剤添加を⾏ったうえで 15 ⽇間培養した。その後、4% paraformaldehyde phosphate 
buffer solution  (Wako, Osaka, Japan)を⽤いて細胞を固定し、0.3%クリスタル紫
(Fisher Scientific, MA)により染⾊を⾏い、撮影した。 
8. Western blotting 
Complete Lysis-M (Roche, Basel, Swiss Confederation)とホスファターゼ阻害
剤カクテル (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) を⽤いて細胞を溶解
し、各細胞の蛋⽩質を抽出した。蛋⽩質濃度は、BCA protein assay reagent 
(PIERCE, Rockford, IL, USA) ⽤いて測定した。５μg の蛋⽩質をポリアクリ
ツアミドゲルで電気泳動し、PVDF 膜に転写した後に抗体反応を⾏った。バン
ドの検出には、ImageQuantÔ LAS 4000 Image Analyzer (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden) を使⽤した。 
9. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
24well plate に細胞を播種し、50% confluence になるまで培養した。0.5μg の
ERE-tk-ルシフェラーゼレポータープラスミドと 0.05μg の pRL-tk-ルシフェラ
ーゼレポータープラスミド(Promega Corporation)を 5μl の TransIT-LT1 
Transfection Reagent (Mirus Bio LLC) と 300μl の無⾎清培地に添加し、細胞に
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⼀時導⼊した。24 時間後に細胞を回収し、Dual-luciferase Reporter Assay 




有意差検定は、Student t-test で実施した。有意⽔準を 0.05 に設定した。 
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V. 研究結果 
1. CDK4/6 阻害剤感受性と CDK4、CDK6 発現量の関連 
まず各サブタイプの乳癌細胞株に対する ribociclib 感受性を細胞増殖試験にて
調べた結果、non-luminal 型 (MDA-MB-231, BT-20, and SKBR3) と⽐較し
luminal 型 (MCF-7, T-47D) で⾼い増殖抑制効果を⽰した（図 5. A）。細胞
周期制御因⼦の発現量について western blotting 法にて２群間で⽐較すると、
CDK4 と CDK6 の発現量に最も顕著な差が⾒られた（図 5. B）。ribociclib に
対する感受性の⾼かった luminal 型乳癌細胞株では、CDK4 の発現量が⾼く、
CDK6 の発現量が低かった。⼀⽅で感受性の低かった non-luminal 型乳癌細胞
株では、その発現パターンは正反対であった。次にホルモン耐性モデル細胞株
に対する ribociclib の効果を検討した。当研究室で樹⽴した MCF7-E10 細胞よ
り樹⽴した AI 耐性モデル細胞株(EDR1: ER 陽性、EDR2: ER 弱陽性)、FUL 耐
性モデル細胞株(MFR: ER 陰性) を⽤いた。ホルモン耐性モデル細胞株は親株
である MCF7-E10 細胞と同様に ribociclib に対して感受性を⽰した（図 5. 
C）。ホルモン耐性機序に関わらず、ribociclib に対して⼀定の増殖抑制効果を
⽰した。ホルモン耐性モデル細胞株の CDK4 と CDK6 発現パターンは、
luminal 型乳癌細胞株と同じであった（図 5. D）。以上より、ribociclib 感受性
と CDK4、CDK6 発現に関連性があることが⽰唆された。 
2. CDK6 過剰発現株の樹⽴ 
まず CDK6 の発現量が CDK4/6 阻害剤に及ぼす影響について検討した。
MCF-7 細胞を親株に CDK6 発現ベクターを安定導⼊した CDK6 過剰発現株 
(MCF7-C6 V1-3 細胞) を樹⽴した（図 6. A）。同時にコントロールベクター  
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図 5. 乳癌細胞株、ホルモン耐性株に対する ribociclib の効果 
(A, C)24well plate に各種細胞を播種し、ribociclib を添加した 72 時間後の細胞数を、negative 
control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで
表⽰した。*P < 0.05。(B, D)Western blotting 法にて細胞周期関連因⼦の発現量を測定し
た。β-tubulin を loading control として併せて表⽰した。 
を導⼊した MCF7-C6 Ctrl 細胞も樹⽴した。Western blotting 法にて CDK6 が
導⼊され⾼発現していることを確認した（図 6. B）。MCF7-C6 細胞の
ribociclib に対する増殖抑制試験を⾏った結果、MCF7-C6 細胞は MCF7-C6 
Ctrl 細胞に⽐べ ribociclib 感受性が顕著に低下していた（図 6. C）。さらに細
胞周期解析では、ribociclib 投与による G1 arrest が、MCF7-C6 細胞では
MCF7-C6 Ctrl 細胞よりも誘導されなかった（図 6. D）。以上の結果より、
CDK6 の過剰発現により ribocilib 耐性を⽰す可能性が⽰唆された。 
3. CDK4 ベクターの導⼊ 
次に CDK4 の発現量が CDK4/6 阻害剤に及ぼす影響について検討した。





























































図 6. CDK6 過剰発現株の樹⽴ 
(A)CDK6 発現ベクターを MCF-7 細胞に安定導⼊し、クローニングして MCF7-C6 V1-3 を
樹⽴した。同時に control ベクターを導⼊したMCF7-C6 Ctrl 細胞を樹⽴し、negative control
とした。(B) Western blotting 法にて CDK4 と CDK6 の発現量を測定した。β-tubulin を
loading control として併せて表⽰した。(C) 24well plate に各種細胞を播種し、ribociclib を
添加した 72 時間後の細胞数を、negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験は
triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで表⽰した。*P < 0.05。(D)各細胞を 6cm dish に
播種し、薬剤添加(DMSO or ribociclib :500 nM) 添加 24 時間後に細胞を回収し、Flow 
cytometry により解析を⾏った。 
 
みた（図 7. A）。しかしながら、両細胞において CDK4 がわずかに導⼊され
た細胞株しかクローニングすることはできなかった（図 7. B, D）。これらの細
胞株の Ribociclib に対する感受性は、Ctrl 細胞と⽐して⼤きな差を認めなかっ
























































































図 7. CDK4 ベクターの導⼊ 
(A) CDK4 発現ベクターを SKBR3 細胞と MDA-MB-231 細胞に安定導⼊し、クローニン
グして SKBR3-C4 V1-4, MDA-C4 V1-4 を樹⽴した。同時に control ベクターを導⼊した
SKBR3-C4 Ctrl 細胞、MDA-C4 Ctrl 細胞を樹⽴し、negative control とした。(B, D) 
Western blotting 法にて CDK4 の発現量を測定した。β-tubulin を loading control として
併せて表⽰した。(C, E) 各種細胞を播種し、ribociclib(100nM)を添加した 72 時間後の細
胞数を、negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準
偏差をエラーバーで表⽰した。 
 
4. CDK4 と CDK6 の発現⽐が CDK4/6 阻害剤感受性に及ぼす影響 
MCF7-C6 Ctrl 細胞と MCF7-C6 V1 細胞に対し、CDK4 siRNA を⽤いて
CDK4 を knockdown することにより、４種類の異なった CDK4/CDK6 発現パ
ターンに変化させ実験を⾏った（図 8. A）。ribociclib 感受性を検証したとこ
ろ、CDK4 の発現が⾼く CDK6 の発現が低い細胞にのみ⾼い感受性を⽰した





























































































5. ribociclib 耐性株の樹⽴ 
次に ribociclib に対する acquired-resistance 細胞株を樹⽴した。AI 耐性モデ
ル細胞株の中で ER の発現を保持している EDR1 細胞を親株とし、ribociclib 存
在下で⻑期間培養することにより ribociclib 耐性株(ribociclib resistant cell 
lines: RIBR 細胞)を樹⽴した（図 9. A）。RIBR 細胞は、EDR1 細胞に⽐べ
ribociclib の感受性が顕著に低下していることを確認した（図 9. B）。また 
 
 
図 8. CDK4, CDK6 発現量が ribociclib 感受性にもたらす影響 
2 種類の CDK4 siRNA (siRNA1, siRNA2)と⾮特異の control siRNA (scr)を MCF7-C6 Ctrl
細胞と MCF7-C6 V1 細胞に transfection した。(A)24 時間後にタンパクを回収し、Western 
blotting 法にて CDK4 の発現量を測定した。β-tubulin を loading control として併せて表
⽰した。(B)transfection の 24 時間後に ribociclib (100 nM)または DMSO を添加し、72 時間































































EDR1 に⽐べコロニー形成能が⾼かった（図 9. C）。細胞周期解析にて、
ribociclib 投与による G1 arrest が EDR1 細胞と⽐して RIBR 細胞で増加しない
ことも確認した（図 9.D）。この RIBR 細胞の CDK6 発現量は、EDR1 細胞と
ほぼ同等であった（図 9. E）。以上の結果より、RIBR 細胞株は、CDK6 過剰
発現株とは異なった耐性機序を有することが⽰唆された。 
 
図 9. Ribociclib 耐性株の樹⽴ 
(A)EDR1 細胞を 1000nM の ribociclib を添加したフェノール⾚無添加 RPMI1640 培地で⻑
期培養（７ヶ⽉間）し、クローニングすることで、RIBR1,2(ribociclib resistant cell lines)を
樹⽴した。(B)EDR1 と RIBR1,2 細胞に ribociclib を添加した 72 時間後の細胞数を、negative 
control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで
表⽰した。*P < 0.05。(C)EDR1 と RIBR1,2 細胞のコロニーフォーメーションアッセイ。
Control(左側)は薬剤⾮添加、Ribociclib(右側)は 1000nM の ribocilib を添加し、15 ⽇間培
養した後に染⾊し、撮影した。(D) 各細胞を 6cm dish に播種し、薬剤添加(DMSO or 
ribociclib :500 nM) 添加 24 時間後に細胞を回収し、Flow cytometry により解析を⾏った。
(E)EDR1 細胞、EDR1 細胞に 1000nM の ribociclib を添加し 24 時間後に回収した細胞、RIBR1,2














































































6. 他の CDK4/6 阻害剤への交差耐性 
異なった耐性機序を有する CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞株を⽤いてさらな
る検討を⾏った。まず他の CDK4/6 阻害剤の交差耐性について検討した。 
ribociclib とほぼ同様の分⼦構造を有する palbociclib の感受性は、MCF7-C6 細
胞、RIBR 細胞とも各々の親株に⽐べ低下していた（図 10. A, C）。また、
ribociclib、palbociclib と⼤きく異なった分⼦構造、⽣物学的特徴を有する
abemaciclib に対する感受性も、MCF7-C6 細胞、RIBR 細胞とも各々の親株に
対し低下していた（図 10. B, D）。CDK6 過剰発現株、RIBR 細胞株共に他の
CDK4/6 阻害剤に対し交差耐性を⽰した。 
 
7. CDK4/6 阻害剤耐性株における細胞周期因⼦の発現 
２種類の CDK4/6 阻害剤耐性株の細胞周期関連因⼦の発現量を Western 
blotting 法で検出した。先の検討で CDK4/6 阻害剤の感受性には CDK4 と
CDK6 の⽐が重要な因⼦であることが⽰唆されたことより、まず CDK4/6 関連
因⼦について着⽬したが、MCF7-C6 細胞では MCF7-Ctrl 細胞に⽐して
CDK4、cyclin D1 に⼤きな差を認めなかった（図 11. A）。⼀⽅、RIBR 細胞
では、EDR1 細胞に⽐べ CDK4 がわずかに低下していた（図 11. B）。次に
CDK2 関連因⼦についても検討した。MCF7-C6 細胞では、MCF7-Ctrl 細胞に
⽐べ CDK2、cyclin E1 に⼤きな差は⾒られなかったが、p21 の発現量は顕著に
低下していた。また RIBR 細胞においても EDR1 細胞に⽐べ p21 が顕著に低下
していた。この低下は、ribociclib の短期投与(24 時間)では観察されなかった
 24 
（図 11. B ⽮印）。以上より、異なった耐性機序を持つ CDK6 過剰発現株と
RIBR 細胞株で p21 の低下という共通の事象を⽰した。 
8. CDK4/6 阻害剤耐性株における ER 依存性 
続いて、CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞株における ER 依存性について検討し
た。MCF7-C6 細胞では、MCF7-C6 Ctrl 細胞に⽐べ、ER のタンパク量に⼤き
な変化は⾒られなかった（図 12. A）。また、ERE ルシフェラーゼアッセイを
⽤いた ER の転写活性においてもほぼ変化は⾒られず、FUL に対する感受性も
ほぼ同等であった（図 12. B, C）。EDR1 細胞は MCF-7 細胞に⽐べ ER のタン
パク発現量、転写活性とも増加しており、FUL に対する感受性も保たれてい 
 
図 10. CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞に対する他の CDK4/6 阻害剤への交差耐
性 
MCF7-C6 Ctrl 細胞、MCF7-C6 V1,3 細胞と EDR1、RIBR1,2 細胞を 24well plate に播種、
各々の薬剤(A, C: palbociclib, B, D: abemaciclib)を添加し 72 時間後の細胞数を negative 
control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで
表⽰した。*P < 0.05。 
  


























































































図 11. CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞の細胞周期関連因⼦発現量 
(A)MCF7-C6 Ctrl 細胞、MCF7-C6 V1,3 細胞の細胞周期関連因⼦のタンパク発現量を
Western blotting 法にて測定した。(B)EDR1 細胞、EDR1 細胞に 1000nM の ribociclib を添加
し 24 時間後に回収した細胞(⻘⽮印)、RIBR1,2 細胞の CDK6 発現量を Western blotting 法
にて測定した。β-tubulin を loading control として併せて表⽰した。 
 
る。RIBR 細胞では、EDR1 細胞に⽐べ ER 発現量がやや低下していた（図
12. D）。この低下は、ribociclib の短期投与（24 時間）では観察されなかっ
た。さらに RIBR 細胞では EDR1 細胞に⽐べ ER の転写活性は顕著に低下して
おり、FUL に対する感受性もほとんど失っていた（図 12. E, F）。 
9. CDK4/6 阻害剤耐性株における分⼦標的薬、化学療法薬の効果 
CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞株における分⼦標的薬と化学療法薬の効果に
ついて検討した。分⼦標的薬としてα-subunit 特異的 PI3K 阻害剤：
alpelisib、mTOR 阻害剤：everolimus、MEK 阻害剤：U0126 を使⽤した。
MCF-C6 細胞では、MCF7-C6 Ctrl 細胞と⽐してこれら３種類の分⼦標的薬に 
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図 12. CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞における ER 依存性 
(A, D) MCF7-C6 Ctrl 細胞、MCF7-C6 V1,2,3 細胞と EDR1、EDR1 細胞に 1000nM の
ribociclib を添加し 24 時間後に回収した細胞、RIBR1,2 細胞の ERα発現量を Western 
blotting 法にて測定した。β-tubulin を loading control として併せて表⽰した。(B, E) ERE
活性をルシフェラーゼレポーターアッセイにて測定した。播種した各細胞に transfection を
⾏い、24 時間後に回収し測定した。Control に対する相対⽐として表⽰した。実験は
quadruple で⾏い、標準偏差をエラーバーで⽰す。 (C, F) 各細胞を 24well plate に播種、
FUL を添加し 72 時間後の細胞数を negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験
は triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで表⽰した。*P < 0.05。 
 
よる増殖抑制効果は、同程度であった（図 13. A, B, C）。⼀⽅ RIBR 細胞で
は、EDR1 細胞に⽐べ、alpelisib による増殖抑制効果はほぼ同じであったが、
everolimus と U0126 に対する効果は、軽度低かった（図 13. D, E, F）。化学
療法薬として paclitaxel と eribulin を⽤いたが、MCF7-C6 細胞、RIBR 細胞共












































































































図 13. CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞に対する分⼦標的治療薬の感受性 
MCF7-C6 Ctrl 細胞、MCF7-C6 V1,3 細胞と EDR1、RIBR1,2 細胞を 24well plate に播種、
各々の薬剤(A, D: alpelisib, B, E: everolimus, C, F: U026)を添加し 72 時間後の細胞数を
negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準偏差をエラ
ーバーで表⽰した。*P < 0.05。 
10. RIBR 細胞を ribociclib ⾮存在下にて⻑期培養し樹⽴した RIBR(-R)細胞の
characterization 
最後に RIBR 細胞に対し ribociclib を⻑期間除去した時の効果について検討し
た。RIBR 細胞を ribociclib ⾮添加培地で⻑期間培養し RIBR(-R)細胞を樹⽴し
た（図 15. A）。RIBR(-R)1,２細胞株はそれぞれ RIBR1,2 細胞から樹⽴した。
この RIBR(-R)細胞株は RIBR 細胞よりも ribociclib に対して強い増殖抑制効果
を⽰した（図 15. B）。また細胞周期解析においても RIBR(-R)細胞では RIBR
































































































































図 14. CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞に対する化学療法薬の感受性 
MCF7-C6 Ctrl 細胞、MCF7-C6 V1,3 細胞と EDR1、RIBR1,2 細胞を 24well plate に播種、
各々の薬剤(A, C: paclitaxel, B, D: eribulin)を添加し 72 時間後の細胞数を negative control
に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標準偏差をエラーバーで表⽰し
た。*P < 0.05。 
 
さらに、RIBR(-R)細胞の p21 発現量は、EDR1 細胞と同程度まで回復していた
（図 15. D）。p21 の発現量は、CDK4/6 阻害剤耐性機序に関与している可能性
が⽰唆された。この RIBR(-R)細胞の ER 活性は、RIBR 細胞と同等で EDR1 細
胞に⽐べ低下していた（図 16. A）。さらに FUL に対する感受性も RIBR 細胞





















































































図 15. RIBR 細胞を ribociclib ⾮存在下にて⻑期培養し樹⽴した RIBR(-R)細胞
の characterization 
(A)RIBR 細胞を ribociclib ⾮添加のフェノール⾚無添加 RPMI1640 培地で⻑期培養（４ヶ
⽉間）することで、RIBR(-R)細胞を樹⽴した。RIBR1 細胞から RIBR(-R)1 細胞、RIBR2 細
胞から RIBR(-R)2 細胞を樹⽴した。(B) 各細胞を 24well plate に播種、ribociclib を添加し
72 時間後の細胞数を negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で
⾏い、標準偏差をエラーバーで表⽰した。*P < 0.05。(C) 各細胞を 6cm dish に播種し、薬
剤添加(DMSO or ribociclib :1000 nM) 添加 24 時間後に細胞を回収し、Flow cytometry によ
り解析を⾏った。(D)各細胞の p21 発現量を Western blotting 法にて測定した。β-tubulin を


























































































図 16. RIBR(-R)細胞における ER 依存性 
(A)ERE 活性をルシフェラーゼレポーターアッセイにて測定した。播種した各細胞に
transfection を⾏い、24 時間後に回収し測定した。Control に対する相対⽐として表⽰した。
実験は quadruple で⾏った。(B) 各細胞を 24well plate に播種、FUL を添加し 72 時間後
の細胞数を negative control に対する相対⽐として表⽰した。実験は triplicate で⾏い、標












































































って異なり、そしてその感受性の差は、リン酸化 Rb や cyclinD1 の上昇、
CDKN2A(p16)の低下などに起因すると報告されているが、今回私は、CDK4 と
CDK6 の発現⽐に着⽬した。CDK6 を過剰発現させた細胞株では、ribociclib に
対し耐性を⽰した。⼀⽅で CDK4 については CDK6 の過剰発現株ほど顕著には
導⼊されなかったが、CDK4 ノックダウン実験では CDK4 の発現が⾼く CDK6
の発現が低い場合のみ ribociclib に⾼い感受性を⽰した。以上より、ribociclib に
感受性を⽰すためには CDK4 と CDK6 の発現⽐が重要であり、さらにこの発現
⽐が CDK4/6 阻害剤に対する biomarker になる可能性が⽰唆された。 






結果を鵜呑みにはできないが、今後、患者腫瘍検体の CDK4 の mRNA 量をリア
ルタイム PCR 法で測定し、データを積み重ねることにより閾値を決めることが
できれば、CDK4 が効果予測因⼦として実臨床に応⽤できるかもしれない。 
これまでに CDK4/6 阻害剤に耐性を獲得した細胞株では、CDK6 が過剰発現
していたという報告があるが、CDK6 の過剰発現が CDK4/6 阻害剤耐性をもた
らす原因については⾔及されておらず未だ不明な点が多い 37。また、活性化
CDK4 と CDK4/6 阻害剤感受性の間には相関関係があるという報告もある⼀⽅
で 38、CDK4 の発現が⾼いほど CDK4/6 阻害剤への感受性が低下するという報
 33 
告もあり 39、CDK4 の機能や働きについて⼀定の⾒解が得られている訳ではな
い。CDK4 と CDK6 は共に cyclin D と複合体を形成し、Rb をリン酸化するこ
とで E2F から解離され、細胞の S 期への移⾏を促すが、本研究の結果は、CDK4




CDK4/6 阻害剤の⾃然耐性獲得モデル細胞株である RIBR 細胞は、親株である
EDR1 細胞と⽐べて CDK6 の発現量に⼤きな差が⾒られなかった。CDK6 過剰
発現株と RIBR 細胞株では、CDK6 の発現パターンが異なるため、これらの細
胞株は別の耐性機序を持つ細胞株と⾔える。CDK4/6 阻害剤耐性機序について
CDK6 の過剰発現の他に CCNE1 の amplification や Rb の⽋損、CDK2 の活性
などが報告されている 40,41。この研究では、CDK4/6 阻害剤の耐性機序が複数存
在することを⽰している。その中で、CDK6 過剰発現株と RIBR 細胞株にて p21
の低下という共通事項が観察された（図 11）。さらに RIBR(-R)細胞では、p21
の発現量が回復していた。p21 遺伝⼦は p53 遺伝⼦によって強固に制御されて
いるがん抑制遺伝⼦である。p53 遺伝⼦の発現量についても検討したが、p53 遺
伝⼦が wild type である MCF-7 細胞はもとより発現量が低く、耐性獲得後もほ
とんど変化が⾒られなかった。また RIBR(-R)細胞では ribociclib への感受性が
回復していた。この結果は、CDK4/6 阻害剤への感受性は可逆的であることを
⽰している。CDK4/6 阻害剤の作⽤機序は、S 期への移⾏を抑制し G1 arrest を
促すこと、つまり cytotoxic ではなく cytostatic な働きであるため、耐性を獲得
 34 
した後であっても CDK4/6 阻害剤を⾮存在化にすれば、CDK4/6 阻害剤への感
受性が回復することは合理的と考えられる。以上より、p21 の発現量は CDK4/6
阻害剤の感受性と相関しているため、CDK4/6 阻害剤感受性の monitoring 
marker になり得る可能性が⽰唆された。luminal 型乳癌細胞やホルモン療法耐
性モデル細胞株では CDK4/6 と cyclin D の複合体が重要な働きをしていると⾔
える（図 17. A, B）。Cyclin D のノックアウトマウスは正常に発達するが、cyclin 
E が⽋損したマウスは胎⽣後期致死であった。このことは、cyclin E が細胞増殖、
発⽣・分化において極めて重要な働きを担っていることを⽰唆している 42,43。p21
が低下した細胞は、G1-S チェックポイントを通過するのに、CDK4/CDK6 と
cyclin D の複合体は必要となくなり CDK2-cyclinE に強く依存するようになっ
たと考えられた（図 17. C, D）。 
CDK4/6 阻害剤耐性後の最適な治療に関しては、現在のところ結論は出ていな
い。本検討において、RIBR 細胞では EDR1 細胞に⽐べ ER への依存度が低下し
ていた。CDK4/6 阻害剤存在下に⻑期間培養し耐性を獲得した細胞では ER へ









CDK4/6 阻害剤に対して交差耐性を認めた。abemaciclib は ribociclib、palbociclib
と⽐較して、分⼦構造がやや異なっており、薬理学的特徴にも少し差異がある。














































































では他の CDK family への阻害効果を併せ持つ 44。この薬剤の特徴の違いが、
abemaciclib への交差耐性が palbociclib に⽐べやや弱い⼀因と考えられる。 




ル細胞株を⽤い た xenograft)や、患者検 体を⽤いた予後予 測因⼦の検討











CDK4 と CDK6 の発現⽐が重要な因⼦である可能性が⽰された。さらに
CDK4/6 阻害剤耐性には複数の異なった機序が存在する可能性が⽰唆された
が、その耐性機序に関わらず p21 が低下していたことより CDK2-cyclinE に依






ⅤIII.  略語 
AI: aromatase inhibitor 
CDK4/6: cyclin-dependent kinase 4/6 
EDR: estrogen deprivation-resistant cell lines 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
ER: estrogen receptor 
ERE: estrogen response element 
FUL: fulvestrant 
HER2: human epidermal growth factor receptor 2 
IGF1R: insulin-like growth factor 1 receptor 
IRS: insulin receptor substrate 
MFR: MCF7 fulvestrant resistant cell lines 
Rb: Retinoblastoma 
PFS: progression free survival 
RIBR: ribociclib resistant cell lines 
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